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ikm F HR DEAE-Sephadex A-50 ORME D BR boNMY, 经 证 
a eine HAE, Hiseni Sephadex G-75, DES24# it— FB 
RELA RSD AH CRT RRB EHH ALE, ARR R RAR ERS, 
HH k SDSMR VIRB TERE, VLA, LRP RABLRAF 
不 形成 交叉 沉淀 线 ， 说 明 这 二 外 组 份 是 殷 不 专 一 的 凝血 样 酵 。 最 运 pH 为 ?7.4 
FERRA, 

Fraa AREH, AP pR F 5A h A e 
较 ， 有 所 不 同 。 表明 这 两 个 酶 在 构 人 各 上 是 有 差异 的 。 凝血 样 醇 在 PH 2 一 9 范 
HAEA, BAER A dii, EREEREER A RGE 
o ER RRAMEKABRORS CART EMRRH, Ri E ERA 
肝素 抑制 ， 表 现在 其 萤 光 强度 基本 不 京 。 


很 久 以 来 ， 人们 就 注意 到 了 蛇毒 的 凝血 效应 ， 并 发 现 了 蛇 邦 的 凝血 作用 是 由 于 凝血 
PR ATEE, AMEsnoufSs AO JH SEM BME CAgkistrodon rbodotoma) R2 
AAI RAR RE RREARLUA, FERRE AMR CAgkistrodon) 、 
R (Crotalus), PAMIR (Bothrops), MRM (Crotalus), UR 
(Trimeresurus) PHZ RADR RME. ET E E e L E eg 
Me (A.acutus) WRR IERRA, PER RARE. 


一 、 材 料 与 方法 


衬 科 HR, RR TREATS ies Sephadex -75， 瑞 典 Pharmacia 产 
tus DEAE- 纤 维 素 ，WWhatman DE; fh, FREI. LER AP 
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蛇 抗 毒素、 纤维 蛋白 原 ， 上 海 生 物 制 品 所 产品 ， 肝素 ， 鞋 海 生 物 制药 厂 产 品 MARR 
SS Ae (TAME) ， 上 海 生化 研究 所 制品 PERERA. DARA, REAR. 

核糖 核 酸 酶 、 细 胞 色素 C、 均 为 上 海 生化 研究 所 产品 ; 牛 血 清和 白 蛋 白 , 英国 Light 产 品 ， 

其 它 化 学 试剂 均 为 国产 分 析 缠 级 。 

Sephadex G-754z 447 3 x 100E Sephadex G-75 柱 ， 用 0.1547 NaCl ewe 
衡 并 洗 脱 ， 流 速 为 42 毫 升 | 小 时 ， 洗 脱 液 用 我 系 自己 设计 制造 的 80 型 核酸 蛋白 检测 仪 检 
测 。 

DEAR = 装 柱 1.5x40 厘 米 ， 用 0.01M RRR pH9.0 平 衡 。 上 样 后 ， 
用 0 一 0.54f Na 直线 浓度 梯度 洗 脱 ， 流 速 30 毫 升 / 小 时 。 

RARER EIR | FA PRTERERR AG, BERR BET A, BERO SW Tris- 
甘氨酸 ，pH8,3， 电 泳 后 用 0.25% 考 马 斯 兰 染色 。 

凝血 样 酶 活性 

凝固 活性 ， 用 Markland 对 Magnusson 的 玻 良 法 [2 

栈 酶 活性 ，TAME 法 32 本 醇 活 性 1 单位 为 ， 在 37?C，30 分 钟 水 解 1 微克 分 子 TAME 
所 需 的 蛇毒 量 。 

分 子 量 测定 MSDS H: k kE, 

琼脂 免疫 扩散 1 % 琼 脂 糖 ， PH7 .2 磷酸 缓冲 液 溶解 后 铺 成 2.5x 8 厘米 板 ， 等 
ESTILO, MEP Mabe, MRR. 

a ae 按照 莫 克 强 等 人 方法 [52 稍 加 改进 。 

AARAA 样品 用 5.7N HCl 在 110C 水 解 24 小 时 后 ， 用 日 本 HITACHI 835- 
50 氨 基 酸 分 析 悦 分 析 。 

ELADI 用 日 本 岛 津 RF-520 型 双 光 束 姜 光 谱 莹 光 分 光 光 度 计 ， 样品 浓度 
25 微 克 / 毫 升 。 


= 区 R 


徐 淘 等 人 [55 用 DEAE-9Sephadex 上 -50 将 五 步 蛇 粗 毒 分 离 得 到 十 二 个 组 份 ， 见 图 
1 。 第 十 个 组 份 除 有 很 长 的 出 血 活性 外 ， 表 现 出 很 强 的 凝血 样 酶 活性 。 将 此 组 份 对 蒸 仿 
AGES, Sephadex C-75 柱 上 再 层 析 ， 得 到 三 个 峰 ， 如 图 2 所 示 。 仪 峰 工 有 凝血 
PAGE, WAR RABRRER E ikka, 电泳 图 谱 上 显示 峰 工 是 由 靠 得 很 近 的 两 条 带 
组 成 ， 见 图 3 。 考 虑 此 组 份 尚 不 纯 ， 而 且 在 带电 苛 上 有 差异 ， 用 DE,: 柱 进一步 分 离 得 
到 两 个 峰 ， 但 并 没有 完全 分 开 ， 分 别称 为 组 份 I 和 组 份 工 ， 见 图 4 。 取 组 份 上 的 前 一 部 
分 和 组 份 的 后 一 部 分 ， 发 现 均 有 凝血 酶 活力 。 在 聚 再 烯 酰 腕 凝 胶 电泳 上 呈 一 条 纯化 的 
带 。 如 图 5 所 示 。 用 SDS 凝 胶 电 注 测 定 它们 的 分 子 量 ， 结 果 表 上 明 ， 组 份 了 约 32,000， 组 
份 1 约 33,000 堪 右 。 蛋 白质 分 子 量 对 数 对 相对 迁移 率 的 曲线 见 图 6 。 将 组 份 [ 、 工 以 及 
组 份 ]、1] 的 混合 峰 的 样品 用 免疫 扩散 检测 ， 从 图 7 的 免疫 扩散 图 谱 上 可 以 清楚 看 到 ， 
组 份 ] 、 开 以 及 温 合 样品 产生 免疫 沉 演 条纹， 这 些 沉 淀 条 纹 的 接头 处 是 圆滑 的 。 纯 化 后 
RA | 氨基酸 组 成 见 表 1 Ouyang SAT) 报道 的 台湾 地 区 五 步 蛇 毒 凝 血样 酶 氨 
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基 酸 比较 ， 除 了 色 氨 酸 没 测定 外 ， 它 们 均 由 17 种 氨基 酸 组 成 ， 但 各 氨基 酸 的 量 是 有 差别 
的 。 
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表 I RMHRH RAR AM 
x © e | RWUKESERRMARAGT |  ARAKESMEMER 

RAAM | 23 | 24 
苏 RR 19 9 
AR 19 z 
AR | 23 18 
H aR 17 10 
HAR 19 7 
EERE 未 测定 15 
EE 13 7 
HAER 1 5 
RRB | 5 8 
XKE | 18 11 
mo 酸 1 
XA AR 10 7 
a B -a 17 15 
HAR 3 10 
HAR 6 10 
MAR | 6 10 
EAR 未 测定 

O BAERE | 194 187 


TY 
凝血 样 酶 的 等 电 点 接近 于 4 ， 最 适 pH 在 7.4。 
在 pH7 ARBRE, TTA ASB, 并 与 牛 凝 血 酶 自身 性 光 
光谱 比较 ， 二 者 的 激发 光 详 与 发 射 光谱 图 见 图 8 。 
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BEHER I P74, BEAT EA REE, A ea BEB AE 
应 增强 RR, WO 所 示 。 色 氢 柄 的 萤 光 光谱 在 不 同 pH 环境 中 ， 激发 谱 和 发 射 谱 
的 最 大 峰值 均 发 生 红 移 ， 如 图 10。 而 上 凝血 样 醇 则 未 观察 到 此 现象 。 
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i ainm) 
图 10 ”不同 pHH 盾 时 ， 色 总 酸 的 萤 光 光谱 
一 - pH=2.6, XA ABA mx=282nm 发 射 光谱 入 max 二 355nm 
一 一 * 一 pH=7, MA tL Amx=2830m KALA THA max =3570m 
varosa pH= 9 激发 光谱 六 max 一 28Attm RR X 4 max = 3630mM 


Bee i FY GS HY AY 2 EE 2 OS ke. L, Be eR h 
SES HAR, EL FE BF ied AS i He ah RAR ES. 

EER AN T E AE WLR R, EDER JY eB Be BE 
基本 不 变 。 


$4 动物 学 研究 2% 








图 11 工 凝 血样 酶 荣光 强度 随 温 度 《T) 变化 的 曲线 
一 为 升温 曲线 ，…… 为 降温 曲线 Te SRR Be He a HE th 


~- 


下 一 一 =a 讨 论 


Y FADEAE-Sephadex A-50 将 五 步 蛇 毒 分 离 成 十 二 
个 组 份 ， 第 十 个 组 份 除 有 很 婚 的 出 血 活性 外 ， 表 现 出 很 
È 强 的 凝血 样 醇 活性。 将 此 组 份 在 Sephadex G-75 柱 上 再 
| 层 析 , 得 到 三 个 峰 , DE I ARLENE, TE 
RK, 显示 两 条 舍得 很 近 的 带 。 用 DE52 柱 分 
离 得 到 没有 完全 分 开 的 两 个 组 份 。 按 图 4 所 示 的 收集 方 
o 法 , 455) I 2H Hy J Se PAR EBM AA, 均 为 纯化 了 
图 12 肝素 《单位 /毫升 ) yga, ARI, RETR 
FRERE A 示 二 者 不 形成 交叉 沉淀 线 ， 说 明 这 两 个 组 份 并 无 免疫 性 
质 上 的 差别 ， 从 而 表明 它们 是 高 度 相似 的 凝血 样 醇 。 这 两 个 组 份 在 分 子 量 上 又 是 如 此 相 
近 ， 就 不 可 能 是 解 离 聚合 体系 ， 故 二 者 的 关系 尚 需 进一步 研究 。 
院 南山 区 五 步 蛇毒 凝血 样 酶 的 氨基 本 组 成 与 台湾 地 区 五 步 蛇毒 凝血 样本 的 氨基 酸 组 
成 大 至 相同 。 各 氨基 酸 残 基 含量 有 差异 ， 虽 然 台 湾 地 区 五 步 蛇 凝血 样 酶 含量 最 高 的 天 冬 
氨 酸 与 我 们 得 到 的 凝血 样 酶 中 天 冬 气 酿 含量 一 致 ， 但 后 者 含量 最 高 的 是 谷 握 酸 。 整 个 蛋 
白质 酸性 氨基 酸 含 量 丰 富 ， 故 凝血 样本 是 一 个 酸性 蛋白 质 。 它 的 等 点 电 接近 于 4 也 是 与 
此 相符 合 的 。 氮 基 酸 的 总 量 仅 占 紫 血 样 酶 总 重量 的 70%。 表 明 凝 血样 酶 还 有 非 Wk 链 物 
质 。 
研究 组 份 工 的 自身 昔 光 光谱 ， 在 中 性 磷酸 缓冲 液 中 ， 其 激发 光谱 峰 在 287nm， RH 
光谱 峰 在 353nm。 这 是 色 氨 酸 侧 链 的 曹 光 光 谱 。 因 此 说 明 该 蛋白 质 含 色 氨 酿 。 牛 凝血 栈 
自身 蓝光 光谱 的 激发 光谱 峰 在 285nm， 发 射 光 潜 峰 在 344nm， 表明 这 两 个 酶 在 构象 上 是 


有 差异 的 。 
色 氨 酸 的 量子 产 率 对 其 功能 基 团 的 电离 程度 是 灵敏 的 。 pH 值 对 它 的 量子 产 率 影响 


ee ee ee 
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i g 12 16 u/mi 
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很 大 。( 见 表 2 ) 在 不 同 p 于 值 情 况 下 ， 色 氨 酸 带电 情况 不 同 而 使 激发 光谱 和 发 射 光 谱 峰 值 
略 有 差别 ， 从 我 们 得 到 的 实验 结果 图 10 可 以 看 到 ， 在 pH2.5~9 范 围 内 ， BARRA 
光谱 和 发 射 光谱 最 大 峰值 均 发 生 了 红 移 。 而 且 蓝 光 强 度 呈 直线 上 升 趋势 ， 这 与 理论 上 是 














He 2 不 同 pH 值 时 ， 色 氮 酸 的 量子 产 率 
pH | eama | 是 子 产 素 | 各 t 
10.9 HsN-R-Coo- 0.51 RR 为 六 Te CH 
A~ 8 | *H3N-R-Coo* 0.2 S/S 
<4 *113N-R-CoOll 0.08 N 


| H 


相符 的 。 而 凝血 样 酶 在 此 范围 内 草 光 光谱 峰 没 有 位 移 ， 可 以 说 明 在 此 pH 范围 内 ， 凝血 
样 酶 中 色 氨 酸 侧 链 周 围 正 负电 荷 变化 不 大 ， 即 色 氨 酸 残 基 有 个 稳定 的 坏 境 。 

凝血 样 酶 的 最 适 pH 为 7,4， 这 与 Duyang 等 人 的 报道 是 一 致 的 。 图 9 还 给 出 了 有 意思 
的 结果 ， 凝 血样 酶 的 活性 变化 伴随 着 蓝光 强度 强 弱 变 化 ， 在 pH7 AWAD RAH. SR 
到 凝血 样 酶 在 表现 其 最 大 活性 时 可 能 有 一 最 适 构象 ， 这 种 最 适 构象 利于 能 量 吸 收 传递 及 
再 发 射 。 

凝血 样 酶 热 稳定 较 好 。 在 65cC 保 温 30 分 钟 仍 有 60%% 的 酯 酶 活力 。 温 度 的 变化 在 凝血 
样 酶 蒙 光 光谱 上 没有 发 现 突变 情况 ， 随 着 温度 升 高 ， 色 和 氮 酸 的 萤 光 光谱 成 直线 下 降 。 效 
血 祥 酶 的 变温 曲线 也 与 此 相 接近 。 只 是 凝 出 样 酶 的 升温 与 降温 恢复 曲线 不 能 重 选 。 可 以 
看 出 ， 在 此 条 性 下 ， 它 的 构象 不 能 完全 可 道 。 

许多 研究 者 的 工作 崇明 ， 凝 血样 酶 不 被 肝素 所 搞 制 ， 我 们 的 结果 也 证 明了 这 个 事 
实 。 同 时 表明 在 肝素 加 入 后 ， 壮 血样 酶 的 落 光 强度 基本 不 变 。 
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PURIFICATION, PROPERTIES AND FLUORESCENCE 
SPECTRA OF THE THROMBIN-LIKE ENZYME 
OF AGKISTRODON ACUTUS VENOM 


Wang Chun Cui Tao Liu Jin Huang Wan-Zhi Lu Zi-Xian* 


(Department of Biology, University of Science and Technology of China Hefei) 


ABSTRACT 


Xu Xun et, al, have separated A, acutus venom into 12 fraction using 
DEAE-sephadex A-50. The 10th fraction has been proved to possess the 
activity of thrombin-like, The further separation of the fraction into two 
bands which, though not well resolved, both have the activity of thrombin- 
like was achieved by gel filtration on Sephadex G-75 or DE-52. Polyacryla— 
mide gel electrophoresis indicated that both of them were homogeneous, They 
have a molecular weight of about 30,000 as estimated from the electrophoresis 
on SDS~gel, Their immunodiffusion spectrum showed no cross-line of preci- 
pitation, indicating their properties were similar to each other. Their optimum 
pH and isoelectric point were at 7,4 and near 4 respectively, 

We also studied the intrinsic fluorescence spectrum of fraction 2, Its 
spectra in neutral buffer was different from that of bovine thrombin, suggesting 
the conformational difference between pH 2—9 showed no peak shift in 
reference to that of Trp, Its activity varied with the change in the strength 
of fluorescence, The curve of the strength of fluorescence of thrombin—like 
ploted against the temperature resembled that of Trp. The insensitiveness of 
the strength of the fluorescence of thrombin-like to the addition of heparin 


demonstrated that the activity of thrombin—like can not be inhibited by heparin, 
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